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三 刺 党 〈Tachypleus tridentatus》 血 淋 巴 的 研究 
1}, 血 蓝 绰 白 的 分 离 及 其 免疫 原 性 的 研究 


STUDIES ON THE HORSESHOE CRAB 
(TACHYPLEUS TRIDENTATUS) HEMOLYMPH 
I .SEPARATION AND IMMUNOGENICITY OF HEMOCYANIN 


徐 站 分 类 学 上 周 于 节肢 动物 门 、 划 尾 趾 、 堂 科 。 册 于 它 在 古生代 骞 我 纪 时 期 业已 出 现 ， 故 育 站 活 屁 石 ”之 称 。 
目前 世界 上 已 发 现 有 三 风 五 种 誉 。 我 国 林 南 淮海 感 产 三 刺 守 。 芍 的 血 淋 巴 液 中 言 血 蓝 蛋 白 。 它 是 一 种 高 分 子 量 售 钢 呼 
吸 和 蛋白 ， 有 一 定 拘 型 ， 又 能 与 其 他 分 子 连 接 ， 可 作为 钙 究 细胞 表面 外 子 的 标志 物 刘 莹 等 ，1979) ， 由 于 它 的 分 邓 
最 很 大 又 可 作为 免疫 原 (Malley，P 1965) (Lamy，J 1979)， 因 此 ， 引 起 了 人 们 的 关注 。 本 文 简要 报告 三 利 当 血 莫 蛋 
白 的 分 离 二 化 及 其 免疫 原 性 的 研究 结 沫 ， 

材料 与 方法 ”从 党 的 头 胸部 与 康 部 联接 处 刺 破 心脏 。 收 凡 血 淋巴 溢 ， 束 置 二 小 时 ， 离心 去 除 凝 染 的 变形 细 
胸 ， 所 得 上 清流 对 20mM Tris 一 HCL pH8.5 内 含 2m 竺 EDTA 的 择 冲 波 进 折 ， 以 电离 血 蓝 蛋白 。 经 进 析 过 的 血 淋 巴 
液 置 入 Sephadex G 一 100 柱 (2 x90cm)， 用 20n 财 Tris 一 HCI pH3.5 内 含 2m 训 EDTA 和 0.1 材 NaCl 的 组 种 流 许 
脱 ， 流 速 24 渤 升 盖 小 时 ， 每 管 站 要 5 毫升 ，3d0m 检测 ， 得 到 科 蓝 看 白 。 特 此 和 置 委 再 经 DEAE- 一 Sephadex 一 AA50 柱 
{1.6x60cm) 层 折 ， 用 上 述 援 溃 液 配 币 成 0,1 一 0.4 财 NaCl 直线 梯度 洗 腕 ， 流 速 60 涂 开 , 小时， 每 管 政信 10 毫 逢 ， 
340Dti 和 280nm 失 测 ， 得 到 血 蓝 蛋白 单 体 ， 按 Weber 和 Dsborn 法 {1 蝗 和 四 ， 用 SDS 北 胶 电泳 测定 血 蓝 和 蛋 浙 亚 草 位 的 外 
子 量 ， 标准 一 白 为 次 赣 了 本、 大 总 膜 蛋 白 醴 掉 制 鲁 。 卯 白 蛋 上 、 生 血 清白 蛋白 。 按 常 规 免疫 学 方法 以 血 蓝 蛋白 为 抗震 
制备 抗 血清 3 用 环 状 试验 法 调 定 免 抗 血 蓝 蛋白 血 流 的 袜 床 。 按 广东 中 医学 院 中 心 实 验 室 方法 〈1975) ， 以 或 血 蓝 蛋 
当 为 标志 抗原 ， 击 各 免 转 移 因 子 ， 试 验 免 与 免 之 间 皮 肤 延 迟 超 伍 反应 的 转 称 。 

结果 与 讨论 1, 三 刺 演 笑 淋 巴 液 芭 Sephadex G 一 100 柱 层 析 得到 三 沾 主要 的 洗 说 峰 ， 称 GI、G 计 、 必 丰 。( 图 
1)， 这 一 萎 庶 与 Sullivan 等 (1976) 分 高 大 西洋 党 、Takagi 等 (1980) 分 离 日 本 产 的 三 刺 深 血 淋 巴 液 的 结 暴 相 狼 。 根 
所 上 血 蓝 蛋白 全 有 避 敲 子 旺 现 茧 人 色 的 特点 可 判定 合十 组 四 为 血 蓝 王 揣 。 避 十 再 经 DEAE 一 Sephadex 一 以 50 柱 层 析 得 到 
五 个 洗 脱 峰 《图 2》。Sujliyan (1976) 用 同样 方法 分 析 太 西洋 类 的 血 蓝 蛋 白 认 为 在 这 五 个 洗 脱 峰 中 含有 从 个 亚 单 
位 f Takait1980) 分 析 日 本 产 导 刺 党 血 花 香 白 得 到 四 沾 洗 脱 峰 ， 其 中 含有 六 个 亚 单 位 ， 
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图 1 三 刺 堂 血 淋 巴 液 的 Sephadex G 一 100 柱 层 析 图 谱 
本 文 1882 年 6 月 16 晶 收 到 ，1983 年 月 15 晶 收 到 修改 蒿 ， 
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光 密 度 〈280 圳 微米 0 一 0 一 0 一 NaCl 〈 克 分 子 浓 度 ) 全 ---) 


(S40 豪 微米 x 一 X 一 X 一 ) 
图 2 三 刺 党 血 蓝 爱 白 的 DEAE Sephadex A 一 50 社 层 析 图 谱 


%, 大 西洋 澡 育 守 血 杷 自白 的 分 子 量 Johnson 报告 是 3,200,000 土 4 站 《Sechutter 等 1973) 。， 其 亚 单位 分 子 量 为 
65; 000 一 ?70, 000(9ulliyan 等 1976)。 有 基 三 刺 演 聚合 地 蓝 蛋 白 的 分 子 量 未 见 有 报导 、， 我 们 测定 了 下 门 地 区 三 刺 准 稀 蔓 


蛋 饭 亚 单 位 的 分 子 量 为 ?0,000《 图 3) ， 日 本 产 三 永和 抽 血 蓝 政 白 亚 单 位 分 子 量 5ugita 报 上 告 为 8 000 CSugita 1975}， 
Takagi 〈1980) 报告 为 ?0, 000。 


和 
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谷子 量 x104 
A 生 蓝 蛋 白 Rom=0,25 B 咎 所 济 白 融和 白 Rm = 0,27 
了 大豆 诬 迁 白 了 牌 扫 制剂 Rm = 0,73 五 请 蓝本 Rm = 0.89 


图 3 SDS 凝 胶 电 泳 法 测定 三 刺 堂 血 蓝 避 白 亚 单位 分 子 时 


妆 卵 白 蛋 各 Rm = 0。45 





5 淮 陈 轩 出 欧 : 三 利家 (Tachypleus trideniatusy 血 济 巴 的 研究 307 


3 用 悟 重 免 症 八 只 家 免 ， 均 得 到 漓 庶 为 1 :1024 的 抗 的 应 蓝 蛋白 血清， 这 一 结果 与 Malley 等 (1965 引 ) 用 大 西洋 党 
血 蓝 蛋白 免疫 家 免 ， 得 到 每 毫升 免 血 合 4 毫克 抗 血 清 的 铺 果 相 类 伏 。 均 表 明堂 血 蓝 看 白 共 有 强 抗 原 性 。 以 避 丰 为 抗 
原 与 免 抗 G 丰 血清 进行 够 痰 电泳 可 见 5 条 明显 的 沉淀 弧 (图 4) ， 站 明正 具有 五 种 抗 不 性 不 同 的 成 分 ， 

4。 取 台 和 看 光 次 竞 疫 的 家 免 脾 及 及 淋巴 结 ， 既 Sephadex GG 一 25 柱 层林 ， 担 5 个 洗 脱 蜂 { 力 5》， 用 工 疾 和 夏 峰 作 
锡 皮 肤 延 迟 超 敏 反应 试验 。 开 峰 、 自 峰 分 别 注 射 4 只 家 免 后 中 小 时 ， 避 站 皮 试 ， 其 中 3 只 在 24 小 时 、72 小 时 均 见 有 
直径 $mm 的 脏 莱 红 结 节 ， 对 厄 家 兔 台 和 皮 试 未 兄 发 红 、 肿 胀 现 参 。 这 一 结果 表明 工 炙 和 重 晾 均 有 转移 延迟 超 敏 反应 
的 必用 ， 从 而 证 明 沉 血 蓝 蛋白 可 作为 标志 抗原 。 
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光 刻 度 {260 毫 客 米 } 
图 5 三 刺 堂 血 蓝 蛋白 免疫 的 移 脾 Sephadex G 一 25 层 析 图 谱 


际 质 山 式 天 爱 江 僵 狂 
(厦门 大 学 细胞 学 重 究 襟 ) 


